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速生 湿地 松 良种 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 与 增殖 
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摘要 : 为 使 速生 湿地 松 良种 快速 大 规模 繁殖 ， 对 其 胚 性 愈 伤 组 织 进行 诱导 和 增殖 优化 研究 。 
该 研究 以 1 代 湿 地 松 种 子 园 中 10 个 速生 湿地 松 优良 无 性 系 〈 基 因 型 ) RRAGA TAEA 
植 体 ， 系 统 研究 了 基因 型 、 合 子 胚 发 育 阶段 、 基 本 培养 基 、 植 物 生长 调节 剂 种 类 和 浓度 等 不 
同 因子 对 胚 性 愈 伤 组 织 诱 导 效率 的 影响 ， 并 探讨 了 胚 性 愈 伤 组 织 的 增殖 和 条件。 结果 表明 : 基 
因 型 、 合 子 胚 发育 阶 段 、 基 本 培养 基 及 植物 生长 调节 剂 种 类 和 浓度 等 均 对 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 
有 不 同 程度 的 影响 。10 个 基因 型 均 诱 导出 了 胚 性 愈 伤 组 织 ， 其 中 以 2 号 基因 型 诱导 率 最 高 ， 
达到 25.37%; 合子 胚 发 育 阶段 中 ， 以 处 于 多 胚 阶段 的 球 果 诱 导 率 最 高 ; 5 种 基本 培养 基 中 ， 
以 在 DCR 基本 培养 基 上 诱导 效果 最 佳 ， 植物 生长 调节 剂 浓度 及 组 合 中 以 2,4-D 2.0 mg:L” + 
KT2.5 mg:L 诱导 率 最 高 ， 达 到 27.78%。 湿 地 松 胚 性 愈 伤 组 织 增殖 的 最 佳 培养 基 为 在 DCR 
基本 培养 基 上 添加 0.5 mg:L 2,4-D, 1.0 mg.L'! KT. 500 mg.L'! CH 和 300 mg-L'! L- 2 E 
胺 。 该 研究 为 湿地 松 良 种 进一步 开展 成 熟 胚 诱导 及 植株 再 生 葛 定 了 基础 。 

关键 词 ， 湿地 松 ， 未 成 熟 合 子 胚 ， 体 细胞 胚胎 发 生 ， 胚 性 愈 伤 组 织 
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Induction and proliferation of embryogenic callus on 


improved varieties of fast-growing Pinus elliottii 
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(1. Nanjing Forestry University, Co-Innovation Center for Sustainable Forestry in Southern China, Nanjing 
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Abstract: Rapid growth is an important goal in the breeding of Pinus elliottii Engelm. At present, 
we have gained a lot of fast-growing varieties. In order to make the rapid and large-scale 
propagation of fast-growing varieties of P. elliottii, the induction and proliferation of embryogenic 
callus were studied. The immature zygotic embryos (with endosperm) of ten P. elliottii families 
were used to study systematically the effects of different factors on the induction efficiency of 
embryogenic callus, including genotype, the developmental stage of zygotic embryos, basic 
medium, types and concentrations of plant growth regulator (PGR). At the same time, the 
proliferation conditions of embryogenic callus were optimized. The result shows the genotype, the 
developmental stage of zygotic embryos, basic medium and types and concentrations of plant 
growth regulator (PGR) all have different degrees of influence on the induction of embryogenic 


callus. Embryogenic callus were induced in all 10 genotypes, of which the induction rate of 
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genotype 2 was the highest, reaching 25.37%. In the stage of embryo development, the induction 
rate of cones at the multiple embryo stage was the highest. Among the five basic media, the 
induction effect on DCR basic medium was the best, and the induction rate of 2,4-D 2.0 
mg.L «KT 2.5 mg.L'! was the highest, reached 27.7896. The proliferation of embryogenic callus 
for Pinus elliottii was achieved on DCR medium, supplemented with 2,4-D (0.5 mg-L'") , KT (1.0 
mg.L), CH (500 mg.L) and Gln (300 mg.L'). This study laid a foundation for further 
developing mature embryo induction and plant regeneration of P. elliottii fast-growing varieties. 


Keywords: Pinus elliottii, immature zygotic embryo, somatic embryogenesis, embryonic callus 


湿地 松 CPinus elliottii) 在 20 世纪 30 年 代 引 入 我 国 ， 因 其 表现 出 速生 、 产 脂 量 高 及 适 
应 性 强 等 优点 在 我 国 大 规模 推广 , 现 已 成 为 我 国 南方 地 区 主要 造林 树种 之 一 。 速 生 和 高 产 脂 
是 湿地 松 良 种 选 育 的 主要 目标 , 迄今 已 选 育 出 一 批 速生 高 产 脂 湿地 松 良 种 。 目 前 , 湿地 松 良 
种 繁育 仍 以 种 子 园 种 子 的 有 性 繁殖 为 主 。 虽 然 湿 地 松 速 生 和 高 产 脂 种 子 园 已 更 新 至 第 二 代 ， 
但 传统 的 种 子 繁育 存在 种 子 园 世 代 更 新 慢 、 育 种 周期 长 、 后 代 变 异 大 、 育 种 经 费 高 等 问题 。 
为 了 使 选 育 出 的 湿地 松 良 种 得 到 快速 推广 应 用 ,， 且 更 好 地 保持 良种 的 优良 特性 , 无 性 繁殖 技 
术 在 良种 繁育 中 显得 尤为 重要 。 

ERARE (somatic embryogenesis) 具有 稳定 性 好 、 繁 殖 系 数 高 、 同 步 化 水 
平 高 等 优点 〈Gupta et ab, 1993) ， 已 成 为 植物 无 性 繁殖 研究 中 的 热点 。 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 
是 体 胚 发 生 的 第 一 步 ， 其 诱导 成 功 是 否 及 质量 在 体 胚 发 生 中 处 于 关键 地 位 。 湿地 松 胚 性 愈 伤 
组 织 诱导 最 早 由 日 本 学 者 Jain et al.(1989) 开 始 研究 , 随后 Newton(1995)、Liao et al. (1995), 
RAS (19975 、 吴 丽 君 (2009) 、Newton et al. (2011) 、 张 彩云 (2016) 及 胡 继 文 等 (2019 ) 
相继 对 湿地 松 胚 性 愈 伤 组 织 进 行 了 诱导 ， 不 同 研究 中 胚 性 愈 伤 组 织 的 诱导 率 存在 显著 差异 
有 的 研究 中 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 率 高 达 49.0%， 而 有 的 仅 为 0.8%， 甚 至 诱导 失败 。 与 其 他 松 
科 松 树 的 树种 (如 火炬 松 、 马 尾 松 、 落 叶 松 等 ) 相 比 ， 湿 地 松 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 率 差 异 不 明 
显 ， 杨 模 华 等 〈2011) 报道 马尾 松 豚 性 愈 伤 组 织 的 平均 诱导 率 为 9.66%~22.59%，Pullman et 
al. (2006) 通过 在 火炬 松 培养 基 中 添加 有 机 酸 和 维生素 等 提高 了 胚 性 盒 伤 组 织 诱导 率 ， 平 均 
诱导 率 在 13.2%~42.9% 之 间 ， 而 宋 跃 等 (2016) 报道 长 白 落 叶 松 胚 性 愈 伤 组 织 平均 诱导 率 为 
3.1196-11.1796. 

虽然 对 湿地 松 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 与 增殖 研究 较 多 , TELE TE I PE e D 4H 2L SII, E 
伤 组 织 质量 不 高 、 增 殖 效 果 不 理 想 等 问题 (Nunes et aL, 2018) ， 且 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 受 基 
因 型 、 合 子 胚 发 育 程 度 、 培 养 基 种 类 及 植物 生长 调节 剂 浓度 等 因素 影响 CStasolla & Yeung, 
2003) 。 因 此 , 对 于 不 同 育 种 目标 的 湿地 松 良 种 很 有 必要 开展 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 与 增殖 研究 。 
本 研究 以 10 个 速生 湿地 松 优 良 无 性 系 未 成 熟 种子 为 材料 ， 研 究 了 不 同 基因 型 、 合 子 胚 不 同 
发 育 时 期 、 不 同 基 本 培养 基 、 植 物 生 长 调节 剂 组 合 及 浓度 等 对 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 的 影响 ， 并 
探索 了 胚 性 愈 伤 组 织 最 佳 增 殖 培 养 条 件 ,， 旨 在 为 下 一 步 体 豚 成 熟 和 戎 发 研究 商定 基础 ， 并 为 
湿地 松 速生 良种 进一步 快速 繁殖 利用 提供 技术 支撑 。 

1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 

湿地 松 速生 良种 的 未 成 熟 种 子 采 自 江西 省 吉安 市 峡 江 县 林木 良种 场 1 代 无 性 系 种 子 园 ， 
选择 10 株 长 势 好 、 结 果 量 多 ， 且 后 代 速 生 特性 明显 的 无 性 系 作 为 采种 母树 ， 采 种 时 间 从 6 
月 24 号 开始 至 8 月 11 号 截止 ， 每 周 采集 一 次 ， 共 采集 8 次 , 每 次 采集 20-30 个 球 果 ， 球 果 
采集 后 置 于 4°C 冰 箱 中 保存 备用 。 
1.2 方法 
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1.2.1 外 植 体 消毒 与 接种 

从 冰箱 中 取出 球 果 ， 剥 出 种 子 ， 选 择 饱 满 、 发 育 良好 种 子 去 除 种 翅 。 在 超 净 工作 台 内 ， 
先 用 无 菌 水 冲洗 3 次 ， 转 入 75% 酒 精 中 浸泡 30 s， 用 无 菌 水 冲洗 3 次 后 再 转 入 0.1967 2k 
消毒 7~8 min， 然 后 用 无 菌 水 清洗 3-5 次 ， 最 后 用 无 菌 滤纸 吸 干 表面 水 分 ， 备 用 。 

取出 消毒 好 的 湿地 松 种 子 于 无 菌 培 养 四 中 , 用 无 菌 解剖 刀 和 针 子 去 除 种 壳 和 种 皮 后 置 于 
诱导 培养 基 上 ， 每 下 接 种 10 粒 ， 接 种 后 用 封口 膜 封 口 ， 置 于 培养 箱 中 暗 培养 。 
1.2.2 [TE SUIS 2H ZA S S 
开展 不 同 家 系 、 不 同 基 本 培养 基 、 不 同 取样 时 间 、 不 同 植物 生长 调节 剂 组 合 及 浓度 
(24-D. 6-BA 和 KT) 等 因素 对 湿地 松 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 影响 的 研究 ， 诱 导 培 养 基 中 添加 
L-A3& BEI: 300 mg L’, KEA 500 mg-L''.. BE 30 g:L'、 卡 拉 胶 7 gL); 每 种 处 理 设 
置 3 个 重复 ，( 23 + J) °C 暗 培养 。 接 种 后 定期 观测 种 子 变化 ， 并 于 4~8 周 后 统计 愈 伤 组 织 
和 胚 性 愈 伤 组 织 的 个 数 ， 计 算 诱 导 率 。 
1.2.3 f E 2H 2085 98 

选择 生长 状态 一 致 的 胚 性 愈 伤 组 织 置 于 不 同 植物 生长 调节 剂 浓度 组 合 的 增殖 培养 基 上 
DCR 为 基本 培养 基 ， 添 加 麦芽 糖 30 gL FART eL. L- ER 300 mg:L1、 水 解 酷 
蛋白 500 mg-:L"。 培 养 温度 (23+1) *C， 湿 度 6096-6596, 15 d 后 观测 愈 伤 组 织 生长 状态 。 
1.3 数据 统计 分 析 

RE) 愈 伤 组 织 诱导 率 ( %) = 诱导 出 〈 胚 性 ) 愈 伤 组 织 的 未 成 熟 合子 胚 数 /接种 的 未 成 
熟 合子 胚 数 x100， 采 用 SPSS 软件 对 数据 进行 统计 分 析 ，Duncan 法 进行 多 重 比较 。 胚 性 愈 
伤 组 织 增殖 培养 时 生长 状态 用 “+” 表 示 程 度 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 不 同 基因 型 对 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 的 影响 

湿地 松 10 个 速生 优良 基因 型 的 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 效果 见 表 1. 由 表 1 可 以 看 出 , 不 同 基 
因 型 诱导 豚 性 愈 伤 组 织 存 在 明显 差异 ，10 个 基因 型 中 诱导 率 最 高 的 为 2 号 ， 达 到 25.3796, 
其 次 是 5 号 和 10 号 ， 诱 导 率 最 低 的 为 17 号 家 系 ， 及 性 愈 伤 组织 诱 导 率 仅 为 1.43%。 方差 分 
析 结 果 显 示 ，2 号 基因 型 有 乓 性 愈 伤 组 织 组 织 的 诱导 率 显 著 高 于 其 它 基 因 型 ， 而 1 号 基因 型 的 
非 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 率 显 著 高 于 其 它 基因 型 , 说 明 不 同 基 因 型 有 耳 性 愈 伤 组 织 诱导 与 非 胚 性 愈 
伤 组 织 诱导 无 相关 性 。 
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表 1 不 同 家 系 对 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 的 影响 
Table 1 Effects of different families on embryogenic callus induction 
接种 数 产生 胚 性 愈 伤 数 JEMA HHR Wet fe Dis FRE JERETE f& 52H 2S S 


基因 型 ^ Quantity of Number of Non-embryogenic Induction rate of Induction rate 
Genotype inoculation embryogenic callus callus quantity embryogenic callus of non-embryogenic callus 
(个 ) (个 ) (个 ) (96) (96) 
1 56 3 19 5.36+0.05a 33.93+0.0207c 
2 67 17 10 25.37+0.0351c 14.93+0.0707a 
3 62 10 14 16.13+0.0257b 22.58+0.022ab 
4 70 4 16 5.71+0.0455a 22.86+0.0596ab 
5 70 13 15 18.57+0.0304b 21.43+0.0226ab 
10 68 11 12 16.18+0.0279b 17.65+0.0566a 
14 70 10 15 14.29+0.0334b 21.43+0.0327a 
15 70 3 14 4.29*0.0532a 20.00+0.0337a 


16 65 2 16 3.08+0.0313a 24.62+0.0219bc 


17 70 1 16 1.43+0.0278a 22.86+0.0417ab 


注 : 相同 字母 表示 差异 不 显著 ( P>0. 05) ， 不 同 字 母 表示 差异 显著 ( P<0. 05)。 下 同 。 
Note: The same letter indicates no significant difference( P»0.05), difference letter indicates significant 


difference( P«0. 05). The same below. 


2.2 采集 时 间 (合子 胚 发 育 时 期 ) 对 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 的 影响 

从 10 个 湿地 松 优 良家 系 中 挑选 诱导 效果 较 好 的 10 号 家 系 开展 不 同 采集 时 间 C6 月 至 8 
H) 对 胚 性 愈 伤 组 织 诱 导 的 影响 ， 结 果 见 表 2。 从 表 2 可 知 ， 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 率 随 采 集 时 
间 呈 现 先 升 后 降 的 变化 趋势 ，7 月 21 号 采集 的 球 果 及 性 愈 伤 组 织 和 非 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 率 
均 最 高 ， 分 别 达 到 11.29% 和 43.55%， 其 次 是 7 月 14 号 和 7 月 7 号 ， 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 率 
分 别 为 8.22% 和 4.55%， 而 6 月 24 号 、7 月 1 号 和 8 月 11 号 则 未 诱导 出 胚 性 愈 伤 组 织 。 方 
差分 析 结 果 显 示 , 未 成 熟 合子 豚 的 采集 时 间 对 胚 性 愈 伤 组 织 和 非 且 性 愈 伤 组 织 诱导 率 有 显著 
影响 ,7 月 14 号 和 21 号 采集 球 果 的 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 率 显著 高 于 其 他 6 个 时 期 ， 尤 其 是 以 
7 月 21 号 为 最 佳 采 样 时 期 。 

表 2 不 同 采样 时 间 对 湿地 松 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 的 影响 


Table 2 Effects of different sampling time on the induction of embryogenic callus for Pinus 


elliottii 
接种 数 MERHAR — 非 胚 性 愈 伤 组 织 数 ” 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 率 ” 非 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 率 /% 

采集 时 期 Quantity of Embryogenic callus — Non-embryogenic Induction rate Induction rate 

Date inoculation quantity callus quantity of embryogenic callus of non-embryogenic callus 

(个 ) (个 ) (个 ) (96) (96) 

6H24H 41 0 7 0a 17.07 3-0.0404abcd 
7 月 1 日 79 0 17 0a 21.52 +0.0579bcd 
7 月 7 日 44 2 12 4.55 1-0.0254b 27.27 :0.0836de 
7 H14 H 73 6 18 8.22 +0.021c 24.66 +0.0253cde 
7 H21 H 62 7 20 11.29 +0.0283c 32.26 +0.0098e 
7 H 29 H 49 1 8 2.04 +0.0029ab 16.33 +0.0468abc 
8H4H 81 1 11 1.23 +0.0123a 13.58 +0.053ab 
8 H11 H 70 0 7 0 +0.0238a 10.00 +0.025a 


在 7 月 14 日 和 7 月 21 日 采集 的 球 果 中 随机 取出 3-5 个 球 果 , 从 球 果 不 同 部 位 取出 种 子 ， 
然后 用 解剖 刀 剥 去 种 壳 和 胚乳 ， 得 到 合子 胚 ， 体 视 显 微 镜 下 观察 〈 图 1) ， 发 现 7 月 14 号 
种 子 中 约 有 2/3 处 于 裂 生 多 胚 阶段 (图 1: A, SRH, MEHR) ， 即 合子 胚 发 育 的 第 
开 阶 段 ，L3 处 于 湿地 松 合 子 胚 发 育 的 第 II 阶段 (图 1: B， 胚 头 清晰 ， 渐 变 为 白色 不 透明 ) ， 
而 7 月 21 号 采集 的 种 子 发 育 时 期 约 有 2/3 处 于 湿地 松 合子 胚 发 育 的 第 II 阶段 ，1/3 种 子 处 于 
合子 胚 发 育 的 第 V (图 1: C， 胚 头 乳 白色 ， 不 透明 ， 开 始 发 育 为 圆 简 状 ) 。 本 研究 最 佳 采 
集 时 期 虽然 与 其 他 文献 报道 有 差异 ， 但 球 果 中 大 多 种 子 合子 胚 发 育 阶 段 处 于 I~IV， 与 以 往 
研究 结果 一 致 〈 张 彩云 等 ，2016) 。 


A. T THE BOSE B. 合子 胚 发 育 第 三 阶段 ，C. 合子 有 发 育 第 IV 阶 段 。 
A. The second stage of zygotic embryo development; B. The third stage of zygotic embryo development; C. The 


fourth stage of zygotic embryo development 。 
图 17 月 14 号 和 21 号 采集 球 果 所 处 的 发 育 阶段 


Fig.1 Developmental stage in which cones were collected on July 14th and 21“ 


2.3 不 同 基本 培养 基 对 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 的 影响 

保持 植物 生长 调节 剂 配 比 和 浓度 不 变 ， 外 植 体 在 MS、WPM、DCR 和 B5 四 种 不 同 
本 培养 诱导 胚 性 愈 伤 组 织 效 果 存 在 一 定 差 异 (图 2) , 其 中 , DCR 和 WPM 为 基本 培养 基 
胚 性 愈 伤 组 织 的 诱导 率 较 高 , 分 别 为 30.65% 和 25.4096; MS 和 B5 为 基本 培养 基 时 诱导 率 较 
低 ， 分 别 为 14.29% 和 7.14%， 而 非 胚 性 僵 伤 组 织 在 4 种 基本 培养 基 上 的 诱导 率 均 低 于 胚 性 
愈 伤 组 织 。 方 差分 析 结 果 表 明 ， 在 DCR 和 WPM 培养 基 上 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 率 显 著 高 于 
MS 和 B5 (P<0.05) ， 而 非 胚 性 愈 伤 组 织 在 4 种 培养 基 上 的 诱导 率 差 异 不 显著 ， 说 明 DCR 
和 WPM 基本 培养 基 更 适合 湿地 松 未 成 熟 种 子 有 性 愈 伤 组 织 诱导 。 
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Fig. 2 Effects of different families on embryogenic callus induction 


2.4 不 同 植物 生长 


2,4-D、6-BA 和 KT 三 种 植物 生长 调节 剂 及 其 组 合 对 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 的 影响 结果 见 表 
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调节 剂 组 合 及 浓度 配 比 对 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 的 影响 


3， 不 添加 任何 植物 生长 调节 剂 的 培养 基 中 ， 没 有 诱导 出 胚 性 愈 伤 组 织 ， 单 一 添加 植物 生长 
调节 剂 6-BA、 KT 和 2,4-D 的 培养 基 中 只 有 2,4-D 能 诱导 胚 性 愈 伤 形成 。 当 2,4-D 与 6-BA、 
KT 组 合 使 用 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 率 明 显 高 于 各 生长 调节 剂 单独 使 用 , 2,4-D 与 KT 组 合 使 用 明 
显 好 于 与 6-BA 组 合 使 用 。 方差 分 析 结 果 显 示 ， 不同 植 物 生长 调节 剂 组 合 之 间 胚 性 愈 伤 组 织 


诱导 率 存在 显著 差异 , 其 中 2,4-D 2.0 mg.L + KT2.5 mg L’ 中 组 合 的 胚 性 愈 伤 组 织 诱 导 率 显 


车 高 于 其 它 植物 生长 调节 剂 组 合 ， 诱 导 率 达到 27.7896. 


表 3 不 同 植物 生长 调节 剂 组 合 及 其 浓度 对 湿地 松 未 成 熟 胚 诱 导 胚 性 愈 伤 组 织 的 影响 


Table 3 Effects of different PGR combinations and concentrations on embryogenic callus 


induction by immature embryos of Pinus elliottii 


植物 生长 调节 剂 组 合 及 浓度 接种 数 产生 胚 性 愈 伤 数 胚 性 愈 伤 诱导 率 
Hormone combinations and Number of immature Number of Induction rate of 
concentrations Seeds inoculated embryogenic callus embryogenic callus 
(mg.L^) (个 ) (个 ) (96) 
0 90 0 0a 
2,4-D 0.5 90 0 0a 
2,4-D 1.0 90 2 2.22 +0.0257a 
2,4-D 2.0 90 6 6.67 +0.0274b 
2,4-D 1.0 + KT 1.0 90 18 20.00 +0.0205e 
2,4-D 1.0 + KT 2.5 90 13 14.44 +0.02d 
2,4-D 1.0 - KT 5.0 90 5 5.58 3-0.0234b 
2,4-D 2.0 + KT 1.0 90 14 15.56 0.0217d 
2,4-D 2.0 + KT 2.5 90 25 27.77 +0.0186f 
2,4-D 2.0 + KT 5.0 90 7 7.78 +0.0231bc 
2,4-D 1.0 + 6-BA 1.0 90 13 14.44 +0.0249d 
2,4-D 1.0 + 6-BA 2.5 90 10 11.11 +0.0205c 
2,4-D 1.0 + 6-BA 5.0 90 7 7.78 +0.0437bc 
6-BA 1.0 74 0 0a 
KT 1.0 188 0 0a 


2.5 胚 性 愈 伤 组 织 的 增殖 培养 


在 DCR 基本 


gL 、 卡 拉 胶 7 gL 条 件 下 ， 试 验 了 不 同 植物 生长 调节 剂 组 合 对 湿地 松 胚 性 人 钝 伤 组织 增 殖 


培养 并 添加 工 - 谷 氨 酰胺 300 mg L’, KAEA 500 ma L' ZE 30 


的 影响 ， 在 增殖 试验 过 程 中 ， 我 们 将 试验 进行 持续 4 次 增殖 ， 每 个 15 d 从 上 一 代 中 取 一 团 


愈 伤 组 织 进行 增殖 ， 增 殖 过 程 中 观察 愈 伤 组 织 的 形态 ， 颜 色 、 生 长 速度 、 水 渍 化 以 及 细胞 表 
面 突 起 形态 ， 甚 至 细胞 间 粘 连 情况 ， 结 果 如 表 4。 由 表 4 结果 得 知 ，2 号 植物 生长 调节 剂 浓 


度 及 配 比 条 件 下 ， 


胚 性 愈 伤 组 织 增殖 效果 最 佳 ， 愈 伤 组 织 增殖 快 、 细 胞 间 有 粘性 、 且 愈 伤 组 


织 表 面 有 突起 ， 说 明 胚 性 愈 伤 组织 在 增殖 过 程 中 很 好 地 保持 了 及 性 (图 3) 。 
表 4 不 同 植物 生长 调节 剂 组 合 及 浓度 对 湿地 松 胚 性 人 钝 伤 组 织 增殖 的 影响 


Table 4 Effects of different PGR combinations and concentrations on embryogenic callus 


proliferation of Pinus elliottii 


编号 植物 4 


Number 组 合 及 浓度 态 状态 状态 


E 长 调节 剂 继 代 1 次 愈 伤 状 ” 继 代 2 KEG 。” 继 代 3 次 愈 伤 。 继 代 4 次 愈 伤 


状 


202001.00098v1 


chinaXiv 
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Hormone combinations Callus status of Callus status of Callus status of Callus status of 
and concentrations the first the second the third the fourth 
(mg-L') subculture subculture subculture subculture 
1 2,4-D 0.5 + KT 0.5 +++ +++ +++ 十 十 十 
2 2,4-D 0.5 + KT1.0 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
3 2,4-D 0.5 + KT 2.0 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
4 2,4-D 1.0 - KT 0.5 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
5 2,4-D 1.0 + KT1.0 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
6 2,4-D 1.0 + KT 2.0 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
7 2,4-D 2.0 + KT 0.5 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
8 2,4-D 2.0 + KT 1.0 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
9 2,4-D 2.0 + KT 2.0 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 


ik: 胚 性 愈 伤 增殖 过 程 中 愈 伤 组 织 的 状态 用 "表示 程度 “+ 表示 愈 伤 死 亡 ; “++ ”表示 愈 伤 暗 黄 、 有 水 渍 


化 现象 、 生 长 状态 较 差 ; “+++" 表 示 愈 伤 组 织 生 长 较 慢 、 愈 伤 和 白色 、 表 面 无 突起 ; HeRR RAR K 
色 ， 生 长 速度 较 快 ， 愈 伤 表 面 有 少量 突起 ， 细 胞 间 无 粘性 ; “++++f+” 表 示 愈 伤 组 织 洁 白 、 生 长 较 快 、 愈 伤 
表面 有 大 量 突起 、 无 水 渍 化 现象 ， 细 胞 间 有 粘性 。 


Note: In the process of embryogenic callus proliferation, the state of callus was denoted by "+" 


tan 


+ 
indicatescallus death; "++" indicates dark yellow callus, water damage and poor growth condition; "+++" indicates 
slow growth of callus, white callus and no protrusion on the surface; "++++" indicates white callus with fast 
growth, a few protrusions on callus surface and no viscosity between cells; "+++++" indicates white callus, rapid 


growth, a lot of protrusions on callus surface, no water stains, and viscosity between cells. 


注 : OA. 湿地 松 雌 配 子 体 ，B. 诱导 6 周 后 的 胚 性 愈 伤 组 织 ，C. 胚 性 愈 伤 组 织 增殖 ; D. Ae E 
性 愈 伤 组 织 〈10 倍 ) 
Note: A. Female gametophyte of Pinus elliottii, B. Embryogenic callus after 6 weeks of induction; C. 


Embryogenic callus proliferation; D. Embryogenic callus under stereoscopic microscope (10 fold) 


3 湿地 松 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 与 增殖 
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Fig. 3 Induction and proliferation of embryogenic callus from hygrodiaceae 


3 讨论 与 结论 


湿地 松 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 与 基因 型 、 合 子 胚 发 育 阶 段 、 基 本 培养 基 种 类 、 植 物 生长 调节 
剂 种 类 及 植物 生长 调节 剂 浓 度 等 因素 关系 密切 , 是 诱导 成 败 的 关键 因子 (Pinto et al., 2008) 。 
外 植 体 基因 型 在 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 中 起 着 关键 作用 , 不 同 基因 型 对 豚 性 愈 伤 组 织 诱 导 率 的 影 
响 存 在 明显 差异 。 本 研究 选取 的 10 个 速生 湿地 松 优良 无 性 系 ， 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 率 最 高 的 
为 2 号 ， 诱 导 率 达到 25.37%， 最 低 的 为 17 号 ， 诱 导 率 仅 为 1.43%。 相 同 的 结果 在 火炬 松 
(Pullman., 2003; Tang. 2001) 、 海 岸 松 (Park et al., 2006) 、 辐 射 松 (Hargreaves et al., 2009) 
及 地 中 海松 Montalbán et al., 2012) 等 中 均 有 报道 。 因此 , 对 于 湿地 松 不 同 良种 的 快速 利用 ， 
可 以 通过 筛选 并 利用 易 诱导 胚 性 愈 伤 组 织 的 家 系 (基因 型 ) 进行 诱导 , 以 获得 更 多 的 胚 性 系 ， 
为 后 期 的 无 性 快 繁 提供 技术 支持 。 
合子 胚 发 育 阶 段 是 影响 豚 性 愈 伤 组 织 起 始 的 关键 因子 之 一 , 研究 发 现 , 在 松 属 树种 中 处 
于 早期 发 育 阶 段 的 合子 胚 CR RT RO 更 有 利于 诱导 胚 性 愈 伤 组 织 的 产生 (Montalbán et 
al., 2012; Alvarez et al., 2013) 。 本 研究 中 随 着 雌 配 子 体 中 合子 胚 发 育 ， 胚 性 愈 伤 组 织 的 诱导 
率 呈 现 先 升 后 降 的 变化 趋势 ， 诱 导 率 最 高 的 2 个 采样 时 期 (7 H 14 日 和 7 月 21 日 ) ， 其 球 
果 中 大 多 种 子 合子 胚 发 育 阶段 处 于 HI~IV， 与 以 往 研 究 结 论 一 致 。 虽 然 文中 诱导 率 最 高 的 采 
样 时 期 与 吴 丽 君 (20090 采样 时 期 符合 ， 与 张 彩云 等 (2016) 采样 时 期 相差 较 大 ， 但 球 果 中 
合子 胚 发 育 阶段 MV) 一 致 ， 采 集 球 果 时 间 上 的 差异 可 能 与 不 同 地 区 气候 条 件 有 关 ， 昌 
同一 时 期 采集 的 不 同 家 系 的 球 果 发 育 时 期 也 存在 差异 。 因 此 , 为 了 获得 较 高 的 胚 性 愈 伤 组 织 
诱导 率 ， 可 以 预先 检测 一 下 合子 胚 的 发 育 阶 段 ， 根 据 发 育 阶段 确定 最 佳 采 样 时 期 。 
培养 基 组 成 (基本 培养 基 及 植物 生长 调节 剂 种 类 和 浓度 等 ) 做 为 影响 胚 性 愈 伤 组织 诱 导 
的 另 一 关键 因子 ， 在 体 胚 诱导 中 举足轻重 。 在 松树 体 胚 发 生 技术 研究 中 ， 发 现 DCR IHR 
诱导 的 较 佳 基 本 培养 基 ( 胡 继 文 等 2018) ， 本 研究 结论 与 其 一 致 ，5 种 基本 培养 中 以 DCR 
培养 基 上 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 效率 最 高 , 达到 30.6596 。 但 也 有 报道 称 湿地 松 未 成 熟 种 子 在 DCR 
培养 上 诱导 胚 性 愈 伤 组 织 效率 较 低 (Nunes et ab, 2018) ， 这 可 能 与 不 同 基 因 型 的 湿地 松 对 
培养 条 件 的 需求 不 一 致 有 关 , 也 可 能 与 合子 胚 发 育 阶段 等 其 它 影响 因素 相关 。 相 对 于 基本 培 
养 基 而 言 ， 植 物 生 长 调节 剂 种 类 及 其 浓度 对 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 效率 影响 更 大 (Nunes et al., 
2018; 张 建 伟 等 ,2014) 。 本 研究 发 现 单独 使 用 一 种 植物 植物 生长 调节 剂 效果 不 理想 ，2,4-D 
© 浓度 为 2.0 mg- L FM KT 浓度 为 2.5 mg-L 1 时 ， 胚 性 傅 伤 组 织 诱导 率 最 高 ， 达 到 27.7896. 
胚 性 愈 伤 组 织 继 代 增殖 时 体 胚 发 生 的 一 个 重要 环节 。 研究 表明 , 在 培养 基 中 添加 适当 浓 
度 的 植物 植物 生长 调节 剂 可 以 使 胚 性 愈 伤 组 织 保持 增殖 , 并 保持 胚 性 , 但 高 浓度 植物 生长 调 
车 剂 则 会 使 胚 性 愈 伤 组 织 增殖 速度 降低 , 甚至 导致 体 细 胞 胚 成 熟 能 力 丧 失 等 ( 宋 跃 等 ,2016 )， 
故 需要 调整 植物 生长 调节 剂 浓度 以 获得 最 佳 增殖 条 件 。 本 研究 发 现 降低 诱导 培养 基 中 植物 生 
长 调节 剂 浓度 ， 其 他 条 件 不 变 ， 即 胚 性 愈 伤 组 织 在 含 2,4-D 0.5 mg * L' . KTLO mg * L'H 
DCR 培养 基 上 增殖 ， 增 殖 效果 好 ， 盒 伤 组 织 洁 白 、 生 长 较 快 、 愈 伤 表面 有 大 量 突起 、 无 水 
渍 化 现象 , 细胞 间 有 粘性 。 本 研究 得 出 的 结论 与 Klimaszewska et al. (2007) 研究 中 降低 2,4-D 
浓度 获得 正常 增殖 的 胚 性 愈 伤 组织 的 研究 结论 一 致 。 
综 上 ， 本 研究 以 湿地 松 速生 良种 的 未 成 熟 种 子 为 材料 ,成功 诱导 出 及 性 愈 伤 组织 ， 筛 选 
到 易 诱 导 的 基因 型 ， 明 确 采样 时 期 ， 建 立 胚 性 愈 伤 组 织 诱导 与 增殖 最 适 培养 基 ， 为 下 一 步 体 
胚 诱导 、 成 熟 及 萌发 等 黄 定 基础 。 
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